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Comparación de tres tipos de tinciones histoquímicas en 
secciones histológicas de paladar y lengua de rata Wistar.
Comparison of three types of histochemical staining in histological sections of palate 
and tongue of Wistar rat.
Liliana Salazar1,a, Freddy Moreno2,b
RESUMEN
Objetivo: Comparar los métodos de tinción histoquímica de hematoxilina-eosina, PAS y tricrómica 
de Masson en cortes histológicos de lengua y paladar de rata Wistar. Materiales y métodos: Se em-
pleó una técnica histológica estándar reportada en la literatura especializada, la cual consiste en la 
obtención de los especímenes de paladar y lengua de una rata Wistar por recesión quirúrgica, para 
su posterior fijación, deshidratación, inclusión en parafina, corte, tinción (métodos de hematoxilina-
eosina, PAS y tricrómica de Masson), montaje y observación en microscopio de luz. Resultados: 
En los cortes de paladar y lengua, se ha podido observar que las tinciones de hematoxilina-eosina, 
PAS y tricrómica de Masson, tiñen de forma específica de acuerdo a la afinidad histo-química de 
los diferentes elementos que componen los tejidos, los cuales presentan diferentes composiciones 
de naturaleza celular y bioquímica, por lo que reaccionan de forma particular ante los tres tipos de 
tinciones empleados. Conclusiones: La técnica histológica para estos tres métodos de tinción es 
muy similar, lo que permite obtener varios cortes de un mismo espécimen para realizar compara-
ciones estandarizadas, además de constituirla en un mecanismo diagnóstico descriptivo importante 
al momento de cotejar la reacción histoquímica de los componentes celulares y tisulares fijados con 
formol y teñidos con diferentes reactivos.
Palabras clave: Rata Wistar, histología, tinción hematoxilina-eosina, tinción tricrómica de Masson, 
tinción PAS, paladar duro, lengua.
ABSTRACT
Objective: To compare histochemical staining methods of hematoxylin-eosin, PAS and Masson 
trichrome in histological sections of tongue and palate of a Wistar rat.. Materials and methods: A 
standard histological technique was used, previously reported in the literature, which consists in 
obtaining specimens of palate and tongue of a Wistar rat by surgical recession for subsequent fixation, 
dehydration, paraffin embedding, cutting, staining (hematoxylin-eosin, PAS and Masson trichrome 
methods), assembly and light microscope observation. Results: In the specimens of palate and ton-
gue, it has been observed that the hematoxylin-eosin, PAS and trichrome Masson stain specifically 
according to the histo-chemical affinity of the various components of tissues, which have different 
cell and biochemical nature compositions, so they react differently to the three types of employed 
staining techniques. Conclusions: The histological technique for the three staining methods is si-
milar, which allows to obtain several cuts of the same specimen and to make standard comparisons, 
making them important descriptive diagnosis mechanism when matching the histochemical reaction 
of cellular and tissue components, fixed with formol and stained with different reagents.
Key words: Wistar rat, histology, hematoxylin-eosin staining, Masson trichrome staining, pas 
staining, hard palate, tongue.
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INTRODUCCIÓN
La histología definida como la ciencia de los tejidos orgánicos es 
comúnmente considerada una rama de la biología que estudia la 
estructura de los tejidos que constituyen las plantas y los anima-
les. Aunque sus orígenes han sido atribuidos a Aristóteles, quien 
distinguió entre tejidos y órganos, la histología como una ciencia 
moderna avanzó hacia la observación y experimentación con la 
invención del microscopio compuesto y el posterior desarrollo de 
los lentes de magnificación. Hoy en día, se hace referencia a la 
histología molecular gracias al avance de la microscopía y a las 
herramientas y técnicas moleculares como la hibridización in situ, 
que permiten observar los componentes celulares moleculares más 
pequeños; sin embargo, la técnica histoquímica continúa siendo la 
herramienta básica para el estudio de cualquier tejido u órgano1. 
En el campo de la histología se han desarrollado una serie de 
técnicas histológicas que permiten preparar las muestras para 
conferirles condiciones óptimas que permiten observar, examinar 
y analizar sus componentes morfológicos a través de diferentes 
sistemas de microscopía y procedimientos vitales y postvitales. 
En el estudio de las manifestaciones vitales se emplean mi-
croinstrumentos para llegar al interior de las células y detallar su 
actividad en fresco; mientras que el estudio postvital, parte de 
muestras donde sus procesos vitales se han detenido y se requiere 
la conservación de ellas lo más similar a las condiciones de vida, 
por lo que estos procedimientos, llamados comunmente técnicas 
histoquímicas, requieren adelantar una serie de pasos para lograr 
los objetivos propuestos en cuanto a la observación de estructuras 
y organización tisular2.
Toda técnica histoquímica, bien sea para reaccciones químicas o 
enzimáticas, tiene como base fundamental una adecuada fijación 
de la muestra, la cual se obtiene por diversos métodos físicos –los 
más utilizados en los laboratorios– y químicos, mediante el uso 
de soluciones conservadoras que impiden el daño tisular. Una vez 
detenido el proceso de lisis del especimen, se buscará que este 
adquiera la suficiente consistencia y dureza para obtener secciones 
delgadas del orden de milésimas de milímetro (5 a 10 µm) con 
el propósito de alcanzar el grado de firmeza requerido para infli-
trar los componentes de la muestra con sustancias denominadas 
“de inclusión”, las cuales tienen la propiedad de incorporarse e 
“infiltrarse” al interior de las células y tejidos con la finalidad de 
servirles de soporte. Así los tejidos y la sustancia de inclusión for-
man un bloque homogéneo en dureza y consistencia, que permitirá 
el corte en micrótomo y su posterior adhesión al portaobjetos. 
En este paso el especímen se puede observar al microscopio de 
luz; sin embargo, no se hace ningún tipo de reconocimiento de 
estructuras, dado que los procesos anteriores y la delgadez de la 
sección igualan los indices de refracción de los componentes, de 
ahí que el paso siguiente sea el determinante para aumentar el 
contraste entre los elementos tisulares presentes. La coloración, 
reconocida técnicamente como tinción, consistirá entonces en 
“hacer visibles los objetos biológicos”2. 
Sería Leeuwenhoek quien empezara a experimentar con la colo-
ración de especímenes para ser observados por el microscopio 
por medio de pigmentos obtenidos de plantas como el azafrán 
(safranina) y del árbol palo de Campeche (hematoxilina), o 
de animales como el escarabajo cochinilla (carmín)1-3. Erhlich 
(Premio Nobel de Medicina en 1908) realizó su investigación de 
doctorado sobre la teoría y práctica de la tinción histológica, en 
la que clasificó como basófilas, acidófilas y neutrófilas aquellas 
células que se coloreaban específicamente con colorantes básicos, 
ácidos o neutros respectivamente, explicando dicha especificidad 
mediante la presencia de los correspondientes grupos ionizables4. 
Los colorantes pueden actuar por dos medios, uno físico o adsor-
ción y otro químico; por el medio químico el colorante se une a la 
sustancia coloreable combinándose con ella íntimamente debido 
a la presencia de agrupaciones moleculares ácidas o básicas en los 
componentes celulares o tisulares que se unen respectivamente 
a los cromógenos básicos y ácidos de los colorantes, formando 
sales insolubles, los que finalmente pueden ligarse por uniones 
covalentes, iónicas o puentes de hidrógeno5; así, los colorantes 
pueden ser ácidos, básicos o neutros. Los ácidos son sales cuya 
parte básica es incolora y el componente ácido posee color. Así, 
en el colorante eosina o eosinato de sodio, la propiedad colorante 
se debe al ácido eosínico y no a la base, el sodio. Los colorantes 
ácidos tienen carga eléctrica negativa, por lo tanto, la designación 
correcta es la de colorantes aniónicos. También se les conoce 
como colorantes citoplasmáticos, pues tiñen al grupo químico, 
cargado eléctricamente, localizado en un extremo de la cadena de 
aminoácidos que integran las proteínas citoplasmáticas5,6.
Las sustancias que atraen eléctricamente a los colorantes ácidos 
se denominan “acidófilas” y químicamente están constituidas 
por componentes básicos o alcalinos. Por otro lado, los coloran-
tes básicos son aquellas sales que poseen una base coloreada y 
una porción ácida incolora; por ejemplo, el azul de metileno o 
clorhidrato de azul de metileno, debe su propiedad colorante a la 
base “azul de metileno” y no al ácido clorhídrico que es incoloro. 
Poseen carga eléctrica positiva, por lo tanto, son colorantes catió-
nicos. Se les denomina también colorantes nucleares, pues tienen 
afinidad por los ácidos nucleicos (ADN y ARN). Las sustancias 
teñidas por los colorantes básicos se denominan “basófilas” y 
están constituidas por componentes ácidos (grupos fosfatos de 
los ácidos nucleicos, grupos sulfato de los glucosaminoglicanos 
y grupos carboxilo de las proteínas). La capacidad de reaccionar 
de las tinciones con los grupos aniónicos varía de acuerdo al pH, 
el cual influye en la ionización de estos últimos5,6.
Los colorantes ácidos de mayor uso son la eosina (habitualmente 
la de mayor empleo), la fucsina ácida, el ácido pícrico, el ácido 
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azoico (cromotropo) y el ácido diazoico (azul y rojo de trípano). 
De la misma forma, los colorantes básicos de mayor empleo son 
las anilinas metacromáticas (azul de metileno, azul de toluidina, 
azur A, rojo neutro y verde de Janus) y la hematoxilina, siendo 
esta última la más usada y cuya propiedad colorante depende 
de la presencia en solución de la hemateína, un producto de su 
oxidación3-5.
Existen también colorantes neutros, los cuales son sales en las 
que tanto la parte básica como la parte ácida proporcionan co-
lor. Por ejemplo, el eosinato de azul de metileno o el eosinato 
de azur de metileno. Estos colorantes tienen la propiedad de 
teñir de manera simultánea, a los componentes nucleares y a los 
citoplasmáticos, inclusive pueden proporcionar colores distintos 
(metacromasia) a determinados componentes citoplasmáticos 
como las granulaciones específicas de los granulocitos (cierto 
tipo de leucocitos). Forman parte de las fórmulas colorantes para 
frotis de sangre como los colorantes de Wright, May Grünwald, 
Giemsa y Leischman3-4. 
Finalmente, no podemos dejar de nombrar los colorantes in-
diferentes, compuestos no iónicos incapaces de la disociación 
electrolítica. Son insolubles en agua, pero solubles en solventes 
orgánicos como el alcohol y también en las grasas o lípidos y, 
aunque ellos poseen color, en realidad no son colorantes. Basán-
dose en que son solubles en las grasas, estas sustancias se utilizan 
para demostrar la presencia de ellas en células y tejidos, pues tiñen 
selectivamente a los lípidos. Los ejemplos son el sudan negro, el 
sudán III, el sudán IV y el rojo oleoso3-4.
Tinciones histoquímicas
Tinción hematoxilina-eosina
La tinción hematoxilina-eosina (H-E), el método de tinción más 
popular utilizado en investigación y medicina diagnostica. El 
método supone la aplicación del colorante hematoxilina, que por 
ser catiónica o básica, tiñe estructuras ácidas (basófilas) en tonos 
azul y púrpura, como por ejemplo los núcleos celulares; y el uso 
de eosina que tiñe componentes básicos (acidófilas) en tonos 
de color rosa, gracias a su naturaleza aniónica o ácida, como el 
citoplasma1,7,8. 
Rosai –citado por Barcat9– en un discurso publicado llamado 
“apología de la hematoxilina-eosina”, reporta que esta técnica 
histológica resulta de la combinación tradicional de hematoxilina 
introducida en 1848 por Quekett, según los británicos, o en 1863 
por Waldeyer, según los alemanes, y de la eosina, introducida por 
Fischer en 1875.
La hematoxilina es una sustancia capaz de colorear los compo-
nentes de los tejidos y células. Se obtiene a partir de la madera de 
la planta leguminosa llamada palo de Campeche (Haematoxylum 
campechianum) originario de Centroamérica. La hematoxilina 
es una sal neutra aunque se le clasifica dentro de los colorantes 
básicos, ya que el componente cromógeno reside en el complejo 
catiónico (básico) de la misma. Una vez extraída y purificada, 
la hematoxilina consiste en un polvo cristalino incoloro con 
destellos amarillentos, la cual, aún disuelta en agua o en alcohol 
al 96% es incapaz de colorear; razón por la cual, para cumplir 
sus funciones de tinción en la técnica histológica, debe ser oxi-
dada a hemateína, la cual es el verdadero agente colorante. Sin 
embargo, para que la hemateína pueda unirse a los componentes 
tisulares y celulares, debe emplearse un mecanismo de adhesión 
denominado “mordiente” (intermediario ácido entre el colorante 
y el tejido, y en general entre dos cuerpos que químicamente 
carecen de afinidad), siendo los de mayor empleo la alumbre e 
iones metálicos como el potasio, el hierro y el cromo1,7,8. Dada 
su naturaleza positiva, la hematoxilina es un componente básico 
que tiñe fuertemente el núcleo (debido a los ácidos nucleicos). 
Los componentes que colorea la hematoxilina son denominados 
basófilos o hematoxinófilos6. La hematoxilina empleada en la 
técnica histológica de este estudio fue la de Harris, la cual se 
compone de hematoxilina, alcohol al 100%, alumbre de potasio, 
agua destilada y óxido de rojo de Mercurio, este último empleado 
para acelerar el proceso de oxidación que permite la conversión 
de hematoxilina a hemateína. De igual forma se empleó ácido 
acético glacial para aumentar la especificidad de la tinción. 
La eosina (del griego Eos, amanecer) es un colorante acidófilo de 
presentación en polvo cristalino de color rojo. En la actualidad se 
emplean dos compuestos, la eosina Y o tetrabromofluoresceína, 
comúnmente conocida como eosina amarilla; y la eosina B o 
dibromodinitrofluoresceína, también conocida como eritrosina B 
azulada. Si bien pueden ser intercambiables sin que se noten las 
diferencias entre ellas en el resultado de la tinción, la eosina Y 
alcohólica de color amarillo es la más utilizada en procedimientos 
rutinarios histológicos, como tinción de contraste en la técnica 
de la hematoxilina-eosina1,6,7. Basada en su polaridad negativa, 
la eosina es un compuesto ácido que le permite enlazarse con 
constituyentes celulares de carga positiva, de tal forma que tiñe 
organelas citoplasmáticas, fibra elástica, colágeno y fibras mus-
culares. Los componentes que colorea la eosina son denominados 
acidófilos o eosinófilos6.
Tinción PAS
La reacción del colorante PAS (del inglés Periodic Acid-Schiff, 
ácido periódico –reactivo de Schiff–) tiñe carbohidratos y macro-
moléculas compuestas por carbohidratos (glucosaminoglicanos y 
proteoglicanos), por tal razón, se emplea para detectar y describir 
el glucógeno de las células, las secreciones mucosas de varios 
tipos de células, la membrana basal de los epitelios, las fibras 
reticulares y el ácido hilaurónico en el tejido conectivo6. De esta 
forma, los polisacáridos PAS positivos pueden ser mucopolisa-
cáridos ácidos no sulfatados como las sialomucinas epiteliales; 
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mucopolisacáridos ácidos sulfatados como las sulfomucinas 
epiteliales y glucosaminoglicanos del tejido conectivo; muco-
proteínas y mucolípidos9,10. 
La histoquímica de la reacción PAS se fundamenta en que el ácido 
periódico rompe la unión de los carbonos adyacentes (los grupos 
oxidrilos OH) de los anillos de las hexosas de los carbohidratos 
y las hexosaminas de los glucosaminoglicanos y forma grupos 
aldehído mediante la oxidación de los grupos glicólicos 1-2 de 
los polisacáridos, los cuales reaccionan con el reactivo de Schiff 
(fucsina básica que se trató con ácido sulfuroso para desaparecer 
el doble enlace existente en el centro de molécula de tal forma 
que resulta una sustancia incolora, el ácido sulfofucsínico), un 
colorante incoloro pero que se torna rojo al contacto con los 
grupos aldehídos (luego de aparecer de nuevo el doble enlace 
que se comporta como el grupo cromóforo) para generar un color 
púrpura intenso bastante particular10. 
En lo que respecta a la membrana basal y a la fibra reticular, 
el proceso ocurre bajo el mismo principio en los complejos de 
glucosaminoglicanos unidos a proteínas, denominados proteogli-
canos. El reactivo de Schiff se prepara tratando fucsina básica, 
que contiene parafucsina (cloruro de triaminotrifenilmetano) con 
ácido sulfuroso. La parafucsina se transforma en un compuesto 
incoloro (ácido bis-N aminosulfónico o reactivo de Schiff), que 
luego es recoloreado por grupos aldehído que puedan estar pre-
sentes en los tejidos)1,7,8. 
Tinción tricrómica de Masson
Esta técnica fue descrita por Masson en 1929 en un reporte titulado 
Some histological methods. Trichrome stainings and their preli-
minary technique, en el que realizó tinciones de tejido conectivo, 
resaltando la coloración azul del colágeno y la coloración roja de 
la fibra muscular del músculo esquelético1. 
La tinción tricrómica de Masson, (TM) al igual que otros colo-
rantes tricrómicos, es una tinción especial que permite visualizar 
claramente las fibras de colágeno tipo I que forman fibras gruesas 
o haces, diseñados para dar resistencia; también evidencia, aunque 
en menor intensidad, las fibras reticulares. Estos elementos poseen 
afinidad por los colorantes ácidos debido a la gran cantidad de 
grupos catiónicos de los aminoácidos que conforman las cadenas 
polipeptídicas. Se emplean tres colorantes para diferenciar el 
núcleo celular (hematoxilina férrica), el citoplasma (fucsina) y 
las fibras de colágeno (azul de anilina)9. 
En primer lugar, se tiñen los cortes con un reactivo ácido del tipo 
fucsina (escarlata de Biebrich) que colorea todos los elementos 
acidófilos del tejido como el citoplasma, el músculo y el colágeno. 
Posteriormente, los cortes se tratan con ácido fosfotúngstico y/o 
fosfomolíbdico para que el tinte escarlata de Biebrich se diluya 
del colágeno, pero no del citoplasma. Los ácidos fosfotúngsticos 
y fosfomolíbdicos tienen numerosos grupos ácidos que probable-
mente actúan como medio de unión entre el colágeno y el azul de 
anilina, que es el tinte afín al colágeno en un pH ácido. Luego se 
empleará la hematoxilina férrica de Weigert (que emplea cloruro 
férrico como oxidante) para teñir componentes basófilos espe-
cialmente del citoplasma. De esta forma las fibras de colágeno 
teñirán azul; el citoplasma y demás estructuras oxidadas teñirán 
de rojo y el núcleo teñirá de color lila o marrón1,6,7.
Estructuras tisulares
Paladar
La mucosa oral cambia estructuralmente de acuerdo al lugar 
en donde se encuentra, de esta forma en diferentes lugares de 
la cavidad oral existen variaciones considerables en el tipo de 
epitelio superficial, la interfase entre el tejido epitelial y el tejido 
conectivo, la composición de la lámina propia y la naturaleza de la 
submucosa. Es así como la mucosa oral se puede clasificar en11-15:
 
• Mucosa de revestimiento ubicada en la superficie ventral de la 
lengua, los carrillos, el piso de boca, los procesos alveolares 
hasta la unión con la encía y el paladar blando, la cual no 
recibe el impacto directo de las fuerzas de la masticación.
• Mucosa especializada que recubre la superficie dorsal de la 
lengua caracterizada por poseer diferentes tipos de papilas 
linguales con funciones mecánicas y sensoriales.
• Mucosa masticatoria que reviste zonas de la cavidad oral que 
se encuentran expuestas a fuerzas compresivas, desgaste y 
abrasión durante el proceso masticatorio de los alimentos, 
como es el caso del paladar duro y la encía, para lo cual se 
fija fuertemente al hueso a través del periostio aún sin la 
presencia de submucosa en algunas regiones como el rafe 
medio del paladar. 
Histológicamente, el paladar duro se encuentra conformado por 
el paladar óseo que constituye la trama de sostén de tejido óseo; 
la submucosa, la cual es un tejido conectivo denso irregular que 
adhiere la mucosa al periostio del hueso (a excepción del rafe 
medio en donde la mucosa se adhiere a través de abundantes 
fibras de colágeno al periostio) y que cuenta con abundantes 
glándulas salivares; y la mucosa, la cual consiste en un epitelio 
plano estratificado queratinizado soportado en una lámina propia 
de tejido conectivo laxo. Esta mucosa de acuerdo a la función, se 
clasifica en mucosa masticatoria11-15.
Lengua
La lengua es un órgano muscular conformado por músculos extrín-
secos que se originan de estructuras óseas y músculos intrínsecos 
que se encuentran rodeados de un tejido epitelial; el cual en la 
parte dorsal consiste en un epitelio plano estratificado queratini-
zado especializado y en la parte ventral corresponde a un epitelio 
plano estratificado mucoso que se continua con la mucosa oral del 
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piso de la boca. Ambos epitelios, hacia el interior de la lengua, se 
apoyan en una lámina propia de tejido conectivo laxo, la cual se 
continúa con la submucosa, un tejido conectivo denso irregular 
que entra en contacto con el epimisio de los músculos intrínsecos 
y que contiene glándulas salivales serosas (de von Ebner) y mixtas 
con predominio mucoso (Blandin-Nuhn y Weber)5,6.
Anatómicamente, la lengua está conformada por una raíz que se 
encuentra en relación con la epiglotis, una base que contiene la 
tonsila lingual y un cuerpo, en cuya superficie dorsal se encuen-
tran las papilas linguales o gustativas, las cuales pueden ser13-15:
• Filiformes o proyecciones cónicas alargadas de tejido conec-
tivo (papila primaria) tapizadas por epitelio plano estratifi-
cado queratinizado, carecen de corpúsculos gustativos y se 
ubican en la superficie dorsal anterior de la lengua.
• Fungiformes o proyecciones con forma de hongo tapizadas 
por epitelio plano estratificado queratinizado, son más altas 
que las filiformes, cuentan con corpúsculos gustativos y se 
ubican en la punta de lengua.
• Foliadas o crestas bajas tapizadas por epitelio plano estratifi-
cado queratinizado y separadas entre sí por surcos profundos 
de la mucosa, se ubican en los bordes laterales de la lengua y 
cuentan con corpúsculos gustativos en dichos surcos.
• Valladas, circunvaladas o caliciformes, son grandes con 
forma de cúpula tapizada por epitelio plano estratificado 
queratinizado, se separan por surcos profundos de la muco-
sa, se ubican por delante del surco terminal y cuentan con 
corpúsculos gustativos dirigidos hacia las criptas linguales.
MATERIALES Y MÉTODOS
Este es un estudio observacional descriptivo en el que se compara-
ron los métodos de tinción H-E, PAS y TM en cortes histológicos 
de lengua y paladar duro de una rata Wistar. 
Procedimiento 
Una vez anestesiado el biomodelo con tranquilan 1 ml, tiopental 1 
ml y lidocaína 1 ml vía intraperitoneal, se llevó a perfusión intra-
cardíaca con formol buferado a una rata Wistar macho de 223 gr. 
Las muestras de lengua y paladar duro se obtuvieron mediante 
resección quirúrgica. El biomodelo fue manipulado de acuerdo 
a las normas éticas Nacionales e Internacionales reunidas en el 
manual del Bioterio de la Facultad de Salud de la Universidad 
del Valle, de tal forma que siempre se preservaron los principios 
universales sobre el uso de animales de experimentación16. Así 
mismo, todos los procedimientos fueron llevados a cabo de acuer-
do a la legislación vigente sobre experimentación en biomodelos 
y bioseguridad durante el manejo de los mismos17,18.
Técnica histoquímica aplicada a los especímenes
Post-Fijación
Posteriormente, los especímenes de paladar y lengua fueron dis-
puestos en frascos rotulados que contenían una solución de formol 
buferado (100 ml de formol al 37%, 900 ml de agua destilada, 
0.4 ml de sodio-fosfato monobásico y 0.65 ml de sodio-fosfato 
dibásico) con la finalidad de postfijar las muestras1,7,19.
Deshidratación
Pasadas 12 horas, los especímenes de paladar y lengua fueron 
deshidratados con alcoholes de gradación creciente, desde alcohol 
al 70% (una inmersión), alcohol al 80% (una inmersión), alcohol 
al 95% (dos inmersiones) y alcohol al 100% (cuatro inmersio-
nes); posteriormente se aclararon con xilol (dos inmersiones para 
extraer el alcohol y permitir que el Xilol –que es un dilusor– fa-
vorezca la penetración del medio de inclusión en los tejidos con 
mayor facilidad); e impregnaron con paraplast. Para este proceso 
se empleó un procesador automático de tejidos Leica® TP1020® 
en un tiempo aproximado de 8 horas1,7,19.
Inclusión
Finalizado el proceso de deshidratación de los especímenes, se 
procedió a incluirlos, utilizando moldes Tissue-Tek Sakura® y 
retenidos en cassette Sakura Paraform M7616®. El medio de 
inclusión utilizado fue paraplast Xtra® McCormick® (mezcla de 
parafinas naturales y polímeros sintéticos), con el fin de conferirle 
a los tejidos solidez estructural para permitir cortes muy finos. El 
paraplast ocupó los espacios intra e intercelulares que ocupaba 
el agua1,7,19. En este proceso se empleó el centro de inclusión 
Histocentre 3 Leica®. 
Corte
Una vez obtenidos los bloques, los especímenes fueron cortados 
a 3µm, 4µm y 5µm en un micrótomo Leica RM 2135®. Se rea-
lizaron cortes de diferente grosor para determinar cual sería el 
ideal para este tipo de muestras, teniendo en cuenta que el grosor 
de los cortes influye en la intensidad del color, de tal forma que 
los cortes delgados pueden sufrir una sobre-coloración, razón por 
la cual es pertinente dejarlos menos tiempo. Caso contrario a lo 
que sucede en los cortes gruesos, que suelen verse más pálidos, a 
excepción de los componentes intercelulares como la fibra elás-
tica y colágeno8, por lo que estos debe dejarse más tiempo a la 
acción de los agentes empleados en la tinción. En la medida que 
se realizaron los cortes, estos fueron depositados en un equipo 
de baño de maría Boeckel® a 65°C en una solución de agua y 
gelatina para rehidratar el corte del espécimen y eliminar pliegues 
y arrugas debido a la alta tensión superficial. Posteriormente se 
recogieron dichos cortes en portaobjetos de vidrio previamente 
rotulados y se verificó la calidad de los mismos en un micros-
copio de luz Olympus CH2®. Finalmente, los portaobjetos con 
los cortes fueron conservados a través de canastillas de acero 
inoxidable Sakura Hook DRS601® en una estufa Thelco® a una 
temperatura de 38°C. 
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Tinciones
Se definieron como tinciones de elección, H-E, PAS y TM, de 
acuerdo a lo reportado en la literatura especializada10. 
Para el protocolo de tinción con H-E los portaobjetos con los 
cortes de los especímenes fueron sumergidos en la batería de 
hematoxilina-eosina a través de una canastilla de acero inoxi-
dable en un proceso que incluyó 22 pasos con una duración 
aproximada de 50 minutos, y cuyo protocolo se encuentra en la 
literatura especializada19. Los primeros ocho pasos van dirigidos 
hacia la desparafinación y rehidratación de los especímenes con 
dos inmersiones en xilol, dos inmersiones en alcohol al 100%, 
dos inmersiones en alcohol al 95% y una inmersión en alcohol al 
70%. Posterior a un lavado en agua corriente, se inició el proceso 
de tinción en 15 pasos que incluyeron una inmersión en hematoxi-
lina durante 11 minutos, un lavado en agua corriente, un pasado 
por agua ácida para quitar la afinidad de la hematoxilina por los 
componen ácidos del núcleo, un lavado por agua corriente, un 
pasado por carbonato de litio, un lavado en agua corriente, una 
inmersión en eosina de 2 minutos, un pasado por alcohol al 95%, 
tres inmersiones en alcohol al 100% y finalmente dos inmersiones 
en xilol para aclaramiento y montaje. En el último xilol, se dejó la 
canastilla con los portaobjetos hasta el momento justo del montaje, 
para impedir el deterioro de los espécimenes.
Para el protocolo de tinción con PAS, los portaobjetos con los 
cortes de los especímenes se sumergieron en la batería de la tinción 
PAS a través de una canastilla de acero inoxidable en un proceso 
que incluyó los mismos pasos de desparafinación, hidratación, 
deshidratación y montaje empleados en la tinción de H-E y cuyo 
protocolo se encuentra en la literatura especializada. Específica-
mente, para esta coloración primero se realizó una inmersión de 
15 a 30 segundos de los especímenes en reactivo de Schiff, y luego 
se hizo un baño de ácido sulforoso para finalmente realizar una 
inmersión de 30 a 60 segundos en hematoxilina férrica9.
Para el protocolo de tinción con la técnica de TM, los portaobjetos 
con los cortes de los especímenes se sumergieron en la batería de 
la tinción TM a través de una canastilla de acero inoxidable en un 
proceso de 25 pasos que incluyó, al igual que la tinción H-E, una 
desparafinación en dos inmersiones en xilol y un proceso de hidra-
tación en dos inmersiones en alcohol al 100%, dos inmersiones en 
alcohol al 95% y una inmersión en alcohol al 70%, para finalizar 
con un lavado en agua corriente. Luego se dejó la canastilla con 
los especímenes en inmersión por un día (o una hora a 60°C en 
un recipiente tapado) en solución de Bouin (solución mordiente 
compuesta por ácido pícrico, formalina y ácido acético que actúa 
como fijador aumentando la afinidad de colorantes ácidos por el 
citoplasma y el colágeno). Al día siguiente, los especímenes se 
lavaron con agua destilada y se realizó la tinción de los núcleos 
con hematoxilina férrica de Weigert. El exceso de hematoxilina 
se lavó con agua corriente y agua destilada para realizar una 
coloración con escarlata de Biebrich y fucsina ácida. Los exce-
sos de estos colorantes fueron lavados con agua destilada para 
eliminar los restos de colorante, del mismo modo que se diluyó 
la coloración del colágeno con una solución de ácido fosfotú-
ngstico y fosfomolíbdico (eliminación de escarlata de Biebrich y 
preparación del tejido para su tinción). Posteriormente se empleó 
anilina azul como colorante para la fibra colágena y se realizó una 
diferenciación de contraste con ácido acético glacial. Finalmente, 
los especímenes fueron deshidratados en dos alcoholes al 95% y 
en dos alcoholes al 100%, y fueron aclarados en dos xiloles para 
iniciar el proceso de montaje1. 
Montaje
Una vez que los especímenes fueron coloreados, los portaobjetos 
se retiraron del xilol para limpiar las pigmentaciones indeseables 
que afectaban la presentación de la placa. Inmediatamente se tomó 
un cubreobjetos, se le aplicó un adhesivo transparente denominado 
medio de montaje tipo resina (bálsamo de Permount), se colocó 
sobre el espécimen de tal forma que éste quedó cubierto por 
completo. Se retiraron las burbujas de aire atrapadas mediante 
presión y se dejó a temperatura ambiente hasta que el adhesivo 
autopolimerizó. El objetivo del montaje es aislar y proteger el 
espécimen del aire y de la humedad del medio ambiente1. 
RESULTADOS
Obtenidas las placas histológicas a partir de especímenes de pa-
ladar y de lengua y teñidas con los métodos de tinción de H-E, 
tricrómica de Masson y PAS, se procedió a realizar la observación 
a través de un microscopio Olympus BX50®. Las fotografías digi-
tales fueron obtenidas con una cámara Nikon COOLPIX P6000®. 
En la Tabla 1 se pueden observar las características tisulares y 
celulares al comparar las tres tinciones.
DISCUSIÓN
Paladar
Garant15, describe el paladar duro humano en cortes de hema-
toxilina-eosina como una mucosa masticatoria conformada por 
un epitelio plano estratificado queratinizado y una lámina propia 
de tejido conectivo laxo, unida al hueso del paladar a través de 
la submucosa y el periostio. A excepción de la región del rafe 
medio, donde una proliferación de fibra colágena reemplaza la 
submucosa. De igual forma, describe el epitelio con los estratos 
germinativo o basal, en contacto con la membrana basal y único 
con capacidad proliferativa; los estratos espinoso y granuloso 
que constituyen la región suprabasal de células vivas; y el estrato 
córneo, formado por células muertas de aspecto escamoso en la 
superficie externa expuesta, caracterizado por la presencia de 
células sin núcleo, eosinófilas, aplanadas y densamente apretadas. 
De esta forma el estrato basal presenta células basales que mor-
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Tabla 1. Comparación entre las técnicas de tinción 
Tinción Estructura
Especimen
Paladar Lengua
Hematoxilina-eosina
Núcleo Basófilo (tonos azul y púrpura inten-sos). Basófilo (tonos azul y púrpura intensos).
Citoplasma Basófilo (tonos azul y púrpura tenues). Basófilo (tonos azul y púrpura tenues).
Queratina Eosinófilo (tono rosado intenso). Eosinófilo (tono rosado intenso) con núcleos basófilos.
Matriz extracelular 
fibrilar Eosinófilo (tono rosado pálido). Eosinófilo (tono rosado pálido).
PAS
Núcleo Basófilo (tonos azul y púrpura inten-sos). Basófilo (tonos azul y púrpura intensos).
Citoplasma Basófilo (tonos azul y púrpura tenues). Basófilo (tonos azul y púrpura tenues).
Queratina Basófilo (tonos azul y púrpura inten-sos).
Eosinófila (tono rosado intenso) con nú-
cleos basófilos (tonos púrpura intenso).
Membrana basal Eosinófilo (tono rosado intenso). Eosinófilo (tono rosado intenso).
Matriz extracelular 
no fibrilar Basófilo (tonos azul y púrpura tenues). Basófilo (tonos azul y púrpura tenues).
Matriz extracelular 
fibrilar Eosinófilo (tono rosado tenue). Eosinófilo (tono rosado tenue).
Tricrómica de Masson
Núcleo Eosinófilo (tonos rojo y púrpura inten-sos).
Eosinófilo (tonos rojo y púrpura inten-
sos).
Citoplasma Basófilo (tonos azul y púrpura inten-sos). Basófilo (tonos azul y púrpura tenues).
Queratina Eosinófilo (tono rojo intenso). Eosinófilo (tono rojo intenso).
Matriz extracelular 
no fibrilar Tonos azul tenues. Tonos azul tenues.
Matriz extracelular 
fibrilar Fibra colágena azul intenso. Fibra colágena azul intenso.
fológicamente son cúbicas altas, con núcleos redondos u ovales 
ligeramente polarizados hacia apical, un citoplasma basófilo que 
supone un escaso retículo endoplasmático, poliribosomas, aparato 
de Golgi y mitocondrias; el estrato espinoso se encuentra forma-
do por varias capas de queratinocitos poligonales con el núcleo 
redondeado y de citoplasma ligeramente basófilo con abundantes 
tonofibrillas y gránulos de glucógeno, ambos característicos del 
proceso de queratinización; el estrato granuloso se encuentra 
formado por dos o tres capas de queratinocitos aplanados, con 
núcleos pequeños y citoplasma intensamente basófilo; y el estrato 
córneo conformado por numerosas capas eosinófilas de células 
epiteliales muertas que son denominadas escamas, las cuales 
constituyen la diferenciación o maduración terminal de la célula 
epitelial. Todas las organelas de las células epiteliales, incluido el 
núcleo, experimentaron autolisis (en un proceso muy similar a la 
apoptosis), así, la célula epitelial se constituye únicamente de una 
matriz interfilamentosa estabilizada por filamentos de queratina. 
En las tres tinciones empleadas en este reporte, el paladar de la 
rata Wistar es muy similar a lo descrito por Garant, en cuanto la 
morfología de las células y sus núcleos y la diferenciación de 
los estratos. En los cortes teñidos con H-E, se puede apreciar un 
epitelio plano estratificado queratinizado cuyos estratos basal, 
espinoso y granuloso se aprecian basófilos, mientras que el estrato 
córneo se observa marcadamente eosinófilo. Los núcleos de los 
queratinocitos, de los fibroblastos y de las células endoteliales 
tiñen con una basofilia intensa asociada a la presencia de los ácidos 
nucléicos. El citoplasma de los queratinocitos se observa basófilo 
en un tono que se va atenuando en la medida que las células se 
encuentran en los estratos más apicales, asociado a la pérdida 
de organelas durante el proceso de queratinización. En el tejido 
conectivo laxo de la lámina propia y el tejido conectivo denso 
irregular de la submucosa, el componente fibrilar de la matriz 
extracelular tiñe con una marcada eosinofilia, indistintamente si 
es fibra elástica o fibra colágena. Así mismo, Gartner e Hiatt12, 
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hacen una descripción en un corte de paladar duro humano en 
hematoxilina-eosina, en el cual indican que el epitelio plano 
estratificado queratinizado forma profundas invaginaciones o 
papilas epidérmicas que se interdigitan con las clavijas del tejido 
conectivo; en contraste con lo que sucede en la rata Wistar, donde 
el complejo clavija-papila, si bien es abundante y se extiende por 
toda la interfase de unión del epitelio y el conectivo subyacente, 
es bajo de altura y poco pronunciado (Figura 1A). 
En los cortes teñidos con tinción PAS, el citoplasma de los que-
ratinocitos se observa con una basofilia mucho más intensa en 
todos los estratos, asociada a la presencia de los gránulos de que-
ratohialina que contiene queratinas ácidas Tipo I (K10 y K13)20.
En el tejido conectivo, el componente fibrilar de la matriz extra-
celular, fibra elástica y fibra colágena, tiñe con una eosinofilia 
intensa; mientras que el componente no fibrilar (ácido hialurónico) 
tiñe con una eosinofilia tenue siendo PAS positivo debido a los car-
bohidratos en su estructura química. Otra estructura PAS positiva 
es la membrana basal, la cual se aprecia eosinófila intensa entre 
el estrato basal del tejido epitelial y la lámina propia del tejido 
conectivo, asociada a la presencia de proteoglicanos que sufrieron 
durante el protocolo de tinción, la acción del ácido periódico y la 
reacción del reactivo de Schiff5,6 (Figura 1B).
En los cortes teñidos con la tinción TM se observan cambios sig-
nificativos comparados con las dos técnicas de tinción anteriores, 
debido principalmente a la reacción química que ocurre durante 
el tratamiento de los especímenes con los ácidos fosfotúngstico y 
fosfomolíbdico. Dados los colorantes empleados, el lavado de la 
hematoxilina y la posterior tinción con eosina ácida diferencia los 
núcleos de los queratinocitos, fibroblastos y células endoteliales, 
los cuales se tornan eosinófilos en tonos rojo y púrpura intensos, 
mientras que el citoplasma adquiere una coloración basófila (eosi-
na y azul de anilina) en tonos azul y púrpura intensos. Específica-
mente en el tejido conectivo, el componente no fibrilar de la matriz 
extracelular tiñe tonos azules tenues, mientras que el componente 
fibrilar, la fibra elástica tiñe azul tenue y la fibra colágena tiñe 
azul intenso, dada su afinidad por los colorantes ácidos debido 
a la gran cantidad de grupos catiónicos de los aminoácidos que 
conforman las cadenas polipeptídicas. Es por ello que la tinción 
TM puede ser considerada específica para colágeno1 (Figura 1C).
Embrionariamente, las rugas palatinas se forman como procesos 
palatinos dispuestos horizontalmente producto del engrosamiento 
del mesénquima subyacente y cubiertos por epitelio21, es decir, 
su embriogénesis sigue un patrón muy similar al desarrollo de 
otros apéndices cutáneos como los dientes, el pelo y las plumas22. 
Histológicamente, se describen como engrosamientos del epitelio 
plano estratificado queratinizado cuya submucosa, conformada 
por un tejido conectivo denso irregular, contiene abundantes 
fibroblastos y es rica en fibras colágenas que corren en sentido 
anteroposterior para luego adoptar curvas concéntricas en la 
base de cada ruga23. En el corte transversal del paladar teñido 
con hematoxilina-eosina, una de las rugas palatinas transversales 
se puede describir como un tejido epitelial plano estratificado 
queratinizado cuya interfase con el tejido conectivo subyacente 
presenta una profunda interdigitación del complejo clavija-papila. 
La lámina propia y la submucosa consisten en un tejido conectivo 
laxo con abundantes vasos sanguíneos. La descripción histológica 
es prácticamente la misma descrita anteriormente en la tinción de 
H-E del paladar (Figura 2).
Lengua
De acuerdo a Cane y Sperman24, la lengua de los ratones se en-
cuentra cubierta por un epitelio plano estratificado queratinizado 
que protege las papilas filiformes de las secreciones gástricas, 
concepto propuesto por Cameron25 desde 1966. Abayomi et al26, 
describen la lengua de las ratas como un órgano de músculo 
esquelético recubierto por una mucosa lingual, la región ventral 
mucho más delgada, similar a la mucosa oral de los carrillos. 
Figura 1. A. Preparación histológica en hematoxilina-eosina de un corte tranversal de paladar duro a 10x; B. Preparación histológica 
en PAS de un corte tranversal de paladar duro a 10x; y C. Preparación histológica en tricrómica de Masson de un corte tranversal de 
paladar duro a 10x.
A B C
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La ventral en la parte faríngea cuenta con abundantes folículos 
linfoides mientras que en la parte oral se observan numerosas 
papilas filiforme, fungiformes y unas pocas circunvalladas (solo 
en la región posterior) cubiertas de un epitelio plano estratificado 
queratinizado apoyado en un tejido conectivo con abundantes 
fibras elásticas que se continúan con el epimisio de los múscu-
los. En la región de las papilas gustativas (papilas primarias), 
estas se levantan por debajo, a manera de una evaginación, las 
papilas secundarias a partir de la lámina propia para dar soporte 
y retención mecánica a las papilas gustativas. La región muscu-
lar consiste en fibras transversales, oblicuas y longitudinales de 
músculo esquelético agrupados en fascículos y separados por el 
perimisio, en el cual se agrupa tejido conectivo denso irregular 
rico en fibra elástica.
En cortes de H-E de simio, Ross y Pawlina6, describen que la su-
perficie dorsal de la lengua se encuentra recubierta de un epitelio 
plano estratificado queratinizado con abundantes papilas filifor-
mes a manera de proyecciones cónicas del epitelio curvadas hacia 
la región posterior y, hacia los bordes laterales, de papilas foliadas 
con forma de crestas verticales. La submucosa es muy delgada y 
se encuentra en íntima relación con las papilas gustativas de tal 
forma que en el caso de las papilas foliadas y caliciformes cuenta 
con numerosas glándulas salivales de tipo seroso (de von Ebner) 
cuyos conductos desembocan en los surcos de dichas papilas. 
Respecto a la superficie  dorsal, el epitelio plano estratificado 
mucoso configura una superficie mas lisa. Gartner e Hiatt12, in-
dicaron en un corte del ápex de lengua en hematoxilina-eosina, 
que en la superficie dorsal una mucosa especializada constituida 
por un epitelio plano estratificado queratinizado y su respectiva 
lámina propia recubren una gran cantidad de papilas gustativas 
filiformes; mientras que, en la superficie ventral la mucosa oral 
consiste en un epitelio plano estatificado queratinizado en la parte 
anterior y media y mucoso en la parte posterior. Ambos epitelios 
rodean a manera de bolsa los fascículos de los músculos intrín-
secos, glándulas salivares y tejido adiposo11. Lo mismo ocurre en 
la rata Wistar (Figura 3).
En los cortes histológicos de lengua realizados en este estudio es 
posible identificar una serie de estructuras qué, de acuerdo a la 
técnica de tinción, van a presentar unas características específicas. 
En los cortes teñidos con H-E, la superficie ventral anterior y 
media de la lengua se encuentra recubierta por un epitelio plano 
estratificado11. La lámina propia, muy delgada, consiste en un 
tejido conectivo laxo que se continúa con el tejido conectivo denso 
regular de la submucosa (altamente vascularizada), también muy 
delgada, que a su vez se continúa con el epimisio del músculo 
esquelético, cuyas fibras cortadas transversalmente evidencian 
núcleos basófilos periféricos, además de la continuidad del te-
jido conectivo denso irregular del epimisio y del perimisio, en 
los cuales el componente fibrilar de la matriz extracelular tiñe 
eosinófilo tenue (Figura 4A).
En los cortes histológicos de lengua teñidos con tinción PAS, 
el epitelio plano estratificado queratinizado, se comporta de la 
misma forma que la mucosa masticatoria descrita en el paladar, 
a excepción del estrato córneo, en donde se observan núcleos 
basófilos en los queratinocitos escamosos que conforman un 
estrato córneo eosinófilo asociado a la presencia de queratinas 
básicas tipo II (K1 y K4)5,6. De igual forma se pueden apreciar los 
fascículos longitudinales del músculo esquelético con eosinofilia 
fuertemente marcada (Figura 4B).
En los cortes teñidos con TM, el estrato córneo queratinizado se 
observa intensamente eosinófilo con núcleos basófilos. En general, 
en el epitelio (estratos basal, espinoso y granuloso) se observan 
los núcleos eosinófilos tenues y el citoplasma de tono azul tenue, 
asociado a la menor concentración de gránulos de queratohialina 
y a la alta afinidad del citoplasma por los colorantes ácidos luego 
de ser empleada la solución de Bouin como mordente. Se observó 
abundante fibra colágena en la lámina propia y en la escasa sub-
mucosa, en contraste con el epimisio y el perimisio. Así mismo, 
las fibras del músculo esquelético cortadas transversalmente tiñen 
de rojo intenso, característica de este tipo de tinción (Figura 4C).
La superficie dorsal de la lengua consiste en una mucosa especia-
lizada constituida por un epitelio plano estratificado queratinizado 
que recubre unas estructuras denominadas papilas gustativas, 
las cuales son evaginaciones de la lámina propia que levantan 
el epitelio a manera de proyecciones. En el corte transversal de 
Figura 2. A. Preparación histológica en hematoxilina-eosina de 
un corte transversal de paladar duro a 10x en el que se aprecia 
una ruga palatina; y B. Ruga palatina a 20x.
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lengua se pueden observar las papilas filiformes, las cuales son las 
más numerosas y cumplen la función mecánica en la rata Wistar 
de raspar los alimentos, de allí la presencia de un estrato córneo 
fuertemente eosinófilo y de un espesor considerable. El tejido 
conectivo de la submucosa y el músculo esquelético es igual a la 
descripción del corte de H-E en el que se describe la superficie 
ventral (Figura 5A).
Con la tinción PAS, en la mucosa especializada de la superficie 
dorsal, el estrato córneo del epitelio plano estratificado mucoso 
se observa tenuemente basófilo, cubriendo las papilas filiformes. 
El resto del corte cumple con las descripciones antes realizadas 
(Figura 5B). Con la tinción TM, en un corte transversal de la 
lengua, el estrato córneo del epitelio plano estratificado querati-
nizado presenta una eosinofilia intensa. Se destaca la presencia de 
abundante fibra colágena teñida de azul en la lámina propia, en la 
submucosa y en el epimisio y el perimisio del músculo esquelético 
(Figura 5C). Finalmente, se destaca la importancia que la fijación 
y postfijación tienen en cada una de las etapas de los procesos 
de técnicas histoquímicas, siendo el formol  buferado un fijador 
de elección al analizar costo/ beneficio. De esta forma, el formol 
buferado se constituye en un excelente fijador debido, no solo a 
su bajo costo, sino que permite un tipo de fijación química por 
reticularización de las proteínas, las cuales se desnaturalizan por 
la rotura de los puentes de hidrógeno, los cuales resultan determi-
nantes en la estructura helicoidal de las moléculas proteicas y la 
posterior formación de una malla reticular polipeptídica (1,7,19).
CONCLUSIONES
En los cortes de paladar y lengua, en condiciones de salud, se 
ha podido observar que las tinciones de H-E, PAS y TM, tiñen 
de forma específica diferentes componentes tisulares y celulares 
(Tabla 1), lo cual constituye una ventaja selectiva de acuerdo a 
la necesidad anátomo-patológica que se desee diagnosticar con 
ayuda del laboratorio de histología.
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